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【摘要】 目的 探讨细胞周期蛋白 B1( cyc linB1)在肝癌组织的表达及其临床诊断意义。方法
用逆转录聚合酶链反应 ( RT PCR )检测 40例原发性肝细胞癌患者癌组织及其癌旁组织 cyc linB1
mRNA的表达。结果 90% ( 36 /40)癌组织及 85% ( 34 /40)癌旁组织 cyclinB1 mRNA呈阳性表达, 癌
组织 cyc linB1 mRNA表达量为 0 531 0 015,明显高于癌旁组织 0 263 0 023, 两者比较有统计学意
义 (P < 0 05)。 cyc linB1 mRNA表达与肝癌的病理分级、淋巴转移与否有关,而与性别、年龄、肿瘤大
小、癌栓形成与否无关。结论 在肝癌发生、发展中 , cyc linB1可能起着重要作用, cy clinB1表达水平
可作为肝癌分级、分化及癌转移的辅助衡量指标之一。
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【Abstract】 Objective To investigate the expression leve l and c lin ica l significance o f cyclinB1 in
pr im ary hepatoce llu lar carc inom a ( PH C) M ethods Reve rse transcr iptase polym erase cha in reaction ( RT
PCR ) w as used to de tect the mRNA leve l o f cyc linB1 in liver cancer tissues and ad jacen t tissues of
cancer Resu lts CyclinB1 mRNA was positive expression in 90% ( 36 /40) cance r tissues and 85% ( 34 /40)
ad jacen t tissues o f cancer The expression leve l o f cyclinB1 in cance r tissues ( 0 531 0 015 ) w as
significantly higher than that in adjacent tissues of cancer ( 0 263 0 023) The leve l o f cyc linB1 w as
significantly assoc iated w ith patho log ica l g rades and lymph nodem etastasis, but no t assoc ia ted w ith sex、age、
tumo r size or tum or throm bus Conc lu sion CyclinB1 m ay p lay an important ro le in the tum or igenes is of
PHC andm ay be a po ten tia l adjuvant param eter in eva luating patho log ical g rades and lymph nodem etastasis




物 CDK I所调控的。其中, cyclinB1是细胞周期 G2 /
M检测点关键的调控因子, 与 cdc2形成 cyc linB1/
cdc2复合物, 即所谓的有丝分裂促进因子 ( m itosis











1 组织标本: 收集自 2004年 1月至 2005年 10
月在我院肝胆外科接受手术治疗的原发性肝癌患
者, 均经病理确诊。共 40例, 其中男性 34例, 女性
6例,年龄 27~ 68岁,平均 48岁。取癌组织和手术
切缘组织,离体后的组织立即置于液氮中, 储存于
- 80 冰箱备用。
2 主要试剂: TRIzo l试剂系美国 Life techno logy
公司产品, 逆转录系统试剂盒、dNTPs、Taq DNA聚
合酶系美国 Promega公司产品, 异丙醇、氯仿、无水
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乙醇 购 自北 京 化学 试 剂厂, T ris 碱、硼 酸、
EDTA (N a) 2购自上海生工生物工程技术服务有限
公司, 琼脂糖、DNA M arker购自广东晶美生物工程
有限公司。
3 主要仪器: 梯度 PCR扩增仪系德国 MWG
B iotech AG公司产品, 紫外分光光度仪 ( DU 650)系
美国 BECKMAN公司产品, Gel Scan凝胶成像系统
系美国 UVP公司产品。
4 引物合成:引物序列参考文献 [ 3] ,并由上海
博亚生物公司合成。 cyc linB1的上游引物序列为:
5 TGTGGATGCAGAAGATGGAT 3, 下游引物序列
为: 5 AAACATGGCAGTGACACCAA 3 ,扩增目的基
因片断长度 295 bp。以 GAPDH 为内参照, 其上游
引物序列为: 5 ACCTGACCTGCCGTCTAGAA 3 , 下
游引物序列为: 5 TCCACCACCCTGTTGCTGTA 3 ,
扩增目的基因片断长度 307 bp。
二、方法
1 组织总 RNA的提取: 参照 TR Izol试剂盒说
明书进行操作。最后, RNA沉淀用 50 l DEPC水
溶解。琼脂糖凝胶电泳显示 5 s、18 s和 28 s的 3条
清晰条带,再经紫外分光光度仪测定 260 nm和 280
nm的吸光度 (A )值, 取 A 260 /A 280比值为 1 8~ 2 0者
用于 RT反应,并根据 A 260计算出 RNA的浓度。
2 cDNA第一链的合成:参照 Prom ega公司的逆
转录系统试剂盒说明书进行操作。 ( 1)在冰浴的
0 5m l EP管内, 加入总 RNA 2 g, 70 水浴箱 10
m in后,立即冰浴 1m in,离心, 置冰上; ( 2)每管加入
10 react ion buffer 2 ,l 25 mmo l/L的 MgC l2 4 ,l
10 mmo l/L的 dNTP 2 ,l RNA酶抑制剂 0 5 ,l 20
U / l的 AMV逆转录酶 0 75 ,l 0 5 g / l的 O ligo
( dT) 15引物 1 ,l并用 N uc lease free水补足 20 ;l
( 3) 42 水浴箱反应 1 h; ( 4) 95 加热 5 m in, 使逆
转录酶失活,立即冰浴 5 m in, 储存 cDNA第一链于
4 冰箱或立即 PCR。
3. PCR扩增:反应体系为 20 ,l包括: cDNA第
一链 1 5 ,l 10 buffer 2 ,l 25 mmol / l的 MgC l2
1 5 ,l上游引物 1 ,l下游引物 1 ,l dNTPs 0 36
,l Taq酶 0 1 ,l去离子水 9 75 l。反应条件相
同: 94 , 2 m in→ 30 cycles: 94 , 30 s; 58 , 30 s;
72 , 30 s→ 72 , 5m in→ 4 , 10m in。
4. PCR产物的电泳鉴定及半定量分析: 取 10
lPCR扩增产物与 1 l上样缓冲液混匀, 2%琼脂
糖凝胶电泳。紫外透射反射仪下观察结果, 并在





SPSS10 0统计软件包分析, 采用 t检验或多组方差
分析, P < 0 05表明差异有统计学意义。
结 果
1 PCR产物的琼脂糖凝胶电泳结果: cyclinB1
及内参 GAPDH的 RT PCR产物行琼脂糖凝胶电泳
后, 其条带与标准 M arker相比较,均只有一条带, 且
其大小与预先设计引物大小一致, 表明所设计引物
有较好的特异性和可靠性。 40例癌组织和相应癌
旁组织均有内参照 GAPDH的有效扩增, 表明 RNA
提取及 RT PCR实验的可靠性 (图 1)。
1: DNA M arker; 2: GAPDH; 3、5:癌旁组织; 4、6:肝癌
组织
图 1 RT PCR产物琼脂糖凝胶电泳结果
2 肝癌及其癌旁组织 cyc linB1mRNA表达: 40
例癌组织及其癌旁组织 cyc linB1 mRNA表达阳性率
分别为 90% ( 36 /40)和 85% ( 34 /40), 两者比较差
异无统计学意义 (P > 0 05)。但其表达水平比较差
异有统计学意义 ( P < 0 05 ), 癌组织表达水平为
0 531 0 015, 明显高于癌旁组织中的 0 263
0 023,见表 1。
表 1 肝癌组织及其癌旁组织 cyc linB1 mRNA表达
标本来源 例数 cyclinB1mRNA
癌旁组织 40 0 263 0 023
癌组织 40 0 531 0 015
注:两组相比, P < 0 05
3 肝癌 cyc linB1 mRNA表达与临床病理特征
1254 中华检验医学杂志 2005年 12月第 28卷第 12期 Ch in J LabM ed, Decem ber 2005, Vol 28, No 12
的关系:不同病理分级、淋巴结转移与否的 cyclinB1
mRNA表达量比较, 差异具有统计学意义 ( P <
0 05) ; 而年龄、性别、肿瘤大小、癌栓形成与否的
cyc linB1 mRNA表达量比较, 差异均无统计学意义
(P > 0 05), 见表 2。
表 2 肝癌组织 cyclinB1 mRNA表达与临床病理特征的关系
临床病理参数 例数 cyclinB1 mRNA表达 P值
年龄 (岁 )
< 50 17 0 372 0 035
50 23 0 393 0 023 > 0 05
性别
男 34 0 363 0 026
女 6 0 312 0 017 > 0 05
肿瘤大小 ( cm )
5 21 0 297 0 026
> 5 19 0 321 0 031 > 0 05
淋巴结转移
无 23 0 376 0 015
有 17 0 431 0 032 < 0 05
癌栓形成
无 31 0 395 0 018
有 9 0 326 0 027 > 0 05
病理分级
Ⅰ +Ⅱ 14 0 296 0 016


















cyc linB1 / cdc2复合物, cyc linB1在 S期开始合成并
在 G2期定位于细胞浆中,与 p34cdc2结合形成有丝
分裂促进因子 MPF,促进细胞从 G2期进入 M期,从





















不成熟的 cyc linB1 / cdc2 /cdc25自动连锁式反馈环,














参 考 文 献
1 Takeno S, Noguch i T, K ikuch iR, et a.l Prognost ic valve of cyclinB1
in pat ien tsw ith esoph ageal squam ou s cell carcinom a. C ancer, 2002,
94: 2874 2881.
2 Soria JC, Jang SJ, Khuri FR, et a.l O verexpression of cyclin B1 in
early stage non sm all cell lung cancer and its clin ical imp licat ion.
Can cer Res, 2000, 60: 4000 4004.
3 M asato T, Naoh iko S, Tosh inoriO, et a.l Iden tification of th e p33
( ING1) regulated genes that include cyclin B 1 and proto oncogene
DEK by u sing cDNA m icroarray in a m ou se mamm ary epithelial cell
line NM uMG. C ancer R es, 2002, 62: 2203 2209.
4 H artw ell LH, Kastan MB. Cel l cycle con trol and cancer. S cien ce,
1994, 266: 1821 1828.
5 H artw eel LH, Weinert TA. Checkpoin ts: con trols th at ensu re the
order of cell cycle events. Science, 1989, 246: 629 634.
6 Mu sch el RJ, Zhang H B, M cK enn a WG. D ifferent ial effect of
ion iz ing rad iation on th e express ion of cyclin A and cycl in B inH eLa
cells. Cancer Res, 1993, 53: 1128 1135.
7 Ito Y, T akeda T, SakonM, et a.l Exp ress ion and prognostic ro le of
cycl in d ependen t k inase 1 ( cdc2 ) in hepatocel lu lar carcinom a.
On cology, 2000, 59: 68 74.
8 H unter T, P ines J. C ycl ins and cancer Ⅱ: C ycl in D and CDK
inh ib itors com e of age. Cel,l 1994, 79: 573 582.
(收稿日期: 2005 05 23 )
(本文编辑:唐栋 )
1255中华检验医学杂志 2005年 12月第 28卷第 12期 Ch in JLabM ed, Decem ber 2005, V ol 28, No 12
